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Verfahren zur in vitro-Fortpf lanzung und in vitro- 
Erhaltung von Zellen* 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur in vitro- 
Fortpf lanzung und/oder in vitro-Erhaltung von Zellen. 
Insbesondere betrifft die Erfindung ein Verfahren zur 
Fortpf lanzung von Zellen auf der Oberflache einer 
Hohlf asermembrane . • 

Die Kultivierung von in vitro-Wirbel tier zellen, d.h. 
die Kultivierung losgelost vom Wirtstier, ist seit 
langem bekannt. Es wird im allgemeinen angenommen, 
daB die erste derartige Kultivierung in der ersten 
Dekade dieses Jahrhunderts durchgefiihrt wurde. Sie be- 
inhaltete das Wachsen von infektiSsen Kaninchen-Lympho- 
bu£he -2- 
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sarcom-Zellen im Blut. 

Trotz langer Erfahrung hat diese Technik erst in den 
letzten Jahren Bedeutung gewonnen. Diese Bedeutung ist 
hauptsachlich bedingt durch den Bedarf an vielen Arten 
von Wirbeltier zellen fiir die humanmedizinische und 
tiermedizinische Forschung und Diagnose, durch die Kul- 
tivierung von infektiosen Materialien, wie Viren, und 
durch die Produktion von Hormonen und anderen biologi- 
schen Produkten. Gegenwartig ist der Bedarf an Sauge- 
tierzellen besonders hoch, insbesondere an normalen 
Saugetierzellen, die zur Zuchtung an einer OberflMche 
gebunden werden mtissen im Gegensatz zur Ziichtung in 
einer Suspensionskultur . 

Zahlreiche Prozeduren sind zur Fortpf lanzung und/oder 
Erhaltung von gebundenen in vitro-Zellen entwickelt 
worden. Das vielleicht erfolgreichste aller dieser Ver- 
fahren beinhaltet das Binden und ZUchten von Zellen 
an der inneren OberflMche von Glas- und Kunststof f r6h- 
ren und von Flaschen. 

Ein anderes erfolgreiches Verfahren besteht dain, daB 
die Zellen auf der ebenen FlMche von zweckmMBig ausge- 
bildeten feststehenden Flaschen gebunden und gezilchtet 
werden. Viele Arten von Zellen sind auf diese und andere 
Weise gezUchtet worden, wobei die Methoden am erfolg- 
reichsten sind, bei denen abnormale oder veranderte 
Zellen erhalten werden, d.h. Zellen, die eine abnorme 
oder verschiedene Anzahl von Chromo somen gegeniiber nor- 
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malen Zellen der gleichen Species besitzen und die die 
Fahigkeit haben, sich unbestimmbar oft zu regenerieren. 
Diese und andere bisherige Verf ahren haben jedoch ver- 
schiedene ernsthafte Nachteile, insbesondere bei der 
Produktion von normalen, unveranderten Saugetierzellen 
im technischen Mafistab. Normale Zellen besitzen zum 
Unterschied zu abnormalen Zellen die normale Anzahl an 
Chromo somen und regenerieren sich vor der Alte rung oder 
dem Tod nur in einer verhSltnismafiig vorhersagbaren 
Anzahl von Fallen. 

Der Hauptnachteil der bisherigen Verf ahren bei der Fort- 
pflanzung von normalen Saugetierzellen ergibt sich aus 
der Tatsache, dafi es mit solchen Methoden schwierig 
ist, aerobe Bedingungen zu schaffen. 

Anders ausgedrtickt, wenn nicht genttgend Sauerstoff an 
die normalen Zellen herangebracht wi rd , behalten die 
Zellen nicht ihre normale , dif f erentierte Funktion. Ein 
weiterer Nachteil der bisherigen Verfahren zur Fort- 
pflanzung von gebundenen Zellen - ob normalen oder ab- 
normalen - besteht darin f da8 es schwierig ist, binde- 
gewebe^hnliche Dichten auf der Ztichtung sober f lache zu 
erreichen aufgrund der Probleme # die zu der NShrstoff- 
dif fusion innerhalb des Blndegewebes gehoren. Ferner 
lassen sich die bisherigen Verfahren nicht leicht in 
den technischen Mafistab (ibertragen und eignen sich daher 
nicht dazu, Zellen in grofien Mengen wirtschaftlich zu 
produzieren. Von anderer Seite ist kttrzlich eine Prozu- 
dur veroffentlicht worden, die Hohlfasern fiir die Zellen- 
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kultivierung verwendet (Science (1972) Seite 65 - 67) . 
Die dort beschriebenen Bedingungen sind aber nicht 
solche, um aerob s Ztichten zu erreich n. Die Veroffent- 
lichung beschreibt die Verwendung eines Nahrmediums 
als Sauerstof ftrager. Bei der beschriebenen FlieBge- 
schwindigkeit von 5 mm/Min. und einer Sauerstof f loslich- 
keit in einem solchen Medium, die mit 3 Mikrogramm/ml 
veranschlag wird, ist die Sauerstof fversorgung fur die 
erhaltene Zellenkultur von 2,17 x lo 8 Zellen unzu 
reichend. Das schaffen nur 7 x lcT 15 g Sauerstoff/Min./ 
Zelle. Der Sauerstof fbedarf der aeroben Zellen liegt 
im allgemeinen im Bereich von 2,8 x lo" 14 bis 2,6 x lo" 13 
g Sauerstoff/Min. /Zelle. Daher beschafft das beschrie- 
bene Verfahren nur etwa 1/4 bis 1/14 des Sauerstoffbe 
darfes der produzierten Zellen, abhangig von dem jewel- 
ligen Sauerstof fbedarf der verwendeten Zellen. obwohl 
hierdurch etwas aerobes Wachstum wahrend der Anfangs- 
wachstumsstufen oder im Anfangskontaktteil des Reaktors 
erreicht werden k6nnte, so ist das in Wirklichkeit doch 
kein zelchen fur das Erreichen von aerobem Wachstum; 
denn es 1st bereits lange bekannt gewesen, nach anderen 
Verfahren eine begrenzte Anzahl von Zellen unter aeroben 
Bedlngungen zu kultivieren. 

Es ist nun mit der vorliegenden Erf indung gefunden wor- 
den, daB Zellen durch aseptisch gebundene Zellen an 
einer Wand einer Sauerstof f-durchlassigen Hohlfaser- 
m mbrane und durch Inberuhrunghringen der entg genge- 

- 4a - 

40988A/13 34 



_ 4<r . 2A3U50 

setzten Wand der Hohlf asermembrane mit einem Sauerstoff- 
trSg r f ortgepf lanzt werden, wobei der Sauerstoff veran- 
laflt wird, durch die Membrane zu dringen und ihn mlt 



409884/ 1 334 



- 5 - 



~ /_ 2A3U50 

den gebundenen Zellen unter aeroben Bedingungen in Be- 
rfihrung zu bringen, wahrend gleichzeitig die gebundenen 
Zellen in einem Zellenkulturnahrmedlum gehalten werden. 
Indem Sauerstoff durch die Membrane von der Seite, die 
der entgegengesetzt ist, an der Zellen gebunden sind, 
durchgeht, ermoglicht das Verfahren der vorllegenden 
Erflndung eine kontinuierliche und gewiinschten falls 
gleichmaBige Sauerstof fzufuhr , urn die Zellen zu erreichen 
und zu versorgen, wobei aerobe Fortpf lanzung der Zellen 
in der gewunschten Gewebedichte erleichtert wird. Der 
Sauerstoff fur aerobes Wachstum wird zweckmaflig zuge- 
ftthrt, indem ein gasfGrmiger Trager verwendet wird, der 
in ausreichender Menge Sauerstoff enthalt, um den Be- 
darf daran zu decken. 

Bei der Durchfiihrung des erf indungsgemaBen Verfahrens 
werden die Zellen aseptisch an eine Wand oder (auBere 
Oder innere) OberflMche der Hohlfasermembrane gebunden , 
indem die Zellen, die in einem Zellenkulturmedium suspen- 
diert sind, mit der gewUnschten Membranwand in Bertthrung 
gebracht werden. FUr die Zwecke des Bindens ist das 
"Zellenkulturmedium" typischerweise ein Nahrmedium fttr 
die Zellen, jedoch kann auch ein Medium, das kein Nahr- 
medium, aber physiologisch vertrSglich ist, wie physio- 
logische SalzlOsung, gewttnschtenfalls verwendet werden. 
Nach dem Binden (und gewdnschtenfalls wShrend des Bindens) 
wird Sauerstoff den Zellen zugefUhrt, indem die entgegen- 
gesetzt Seite der Membrane mit einem Sauerstof ftrHger 
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in Beriihrung gebracht wird. Gleichzeitig warden die 
Zellen in einem Zellenkultur-Nahrmedium inkubiert. 
Nach einer bevorzugten Ausftihrungsf orm werden die Zellen 
an die SuBere Wand der Hohlf asermembrane gebunden, die 
vorzugsweise an beiden Enden of fen ist. Hierdurch ist 
es mSglich, kontinuierlich den Strom eines Sauerstof f- 
trSgers durch den Hohlkern der Faser zu leiten. Der 
kontinuierliche Durchgang des Sauerstof ftrMgers durch 
den Kern einer kontinuierlichen Hohl faser kann durchge- 
fiihrt werden , indent der Sauerstof ftrSger durch die 
Faser in gleichmSfligen Mengen geleitet wird oder in- 
dent der Sauerstof ftrSger durch die Faser pulsiert. 
Pulsieren wird bevorzugt, urn eine optimale Verteilung 
des Sauerstof fs an alien Zellen zu erhalten und die 
Kanalisierung des Sauerstof fes zu vermindern. 
Alternativ kann die kontinuierliche Hohlfaser an einem 
Ende geschlossen sein. Bei dieser Prozedur wird der 
Sauerstof ftrager in den Kern der Faser geleitet und 
Sauerstoff diffundiert durch die Wand und wird auf diese 
Weise mit den Zellen in Bertthrung gebracht. Eine Proze- 
dur und eine Vorrichtung zur Durchftihrung des Verfah- 
rens wird im Fliefldlagramm der Zeichnung veranschau- 
licht. Nach der Zeichnung besteht der Reaktor 1 aus 
einem Behalter 2, der viele Hohlf asern 3 enthMlt r die 
longitudinal in der Kammer angeordnet sind r mit oberen 
Enden 4, die in die Kammer 5, die sich oberhalb der 
Dichtung 9 be find n, hineinreichen. Das NMhrmedium wird 
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aus dem VorratsbehMlter lo durch Pumpe 11 zum Feaktor 
bei Einlafl 12 in den BehSlter 2 auBerhalb der Pasern 
gepumpt und Jann aus dem BehSlter durch AuslaB 13 ent- 
fernt werden und Pumpe 14 kann mit einer FlieBgeschwin- 
digkeit arbeiten, die niedriger ist als die der Pumpe 11, 
so dafi weniger Medium durch den AuslaB 13 entfernt 
wird als durch den EinlaB 12 eintritt, was dazu fiihrt, 
daB durch die Faserwand der UberschuB eindringt und 
durch die Hohlfaser flieBt. Der Reaktor wird mit Sauer- 
stoff versorgt, indera Luft vom Zylinder 16, der Luft 
und 3 % Kohlendioxyd enthMlt, durch Pumpe 17 und Lei- 
tung 18 zur Kammer 5 des Behalters 2 gepumpt wird, so 
daB die Luft an den offenen Enden 4 der Hohlfasern ein- 
tritt. Ein Pulsator 19 ist mit Leitung 18 verbunden. 
Der Pulsator 19 besteht aus einer Kammer 20, die ein 
Diaphragma 21 enthSlt, das die oberen und unteren Telle 
der Kammer voneinander trennt und Luftbewegung zwischen 
ihnen verhindert. Der obere Teil des Pulsators ist mit 
einem Ventil 22 verbunden, das so angeordnet sein kann, 
daB Zutritt zum Vakuum oder zu einer Luftdruckquelle 
geschaffen wird, und das durch ein Solenoid elektrisch 
mit einem Zahler 23 verbunden ist. Wenn das Ventil 22 
zur Luftquelle hin geoffnet wird, wird das Diaphragma 
abwSrts ausgedehnt, um im wesentlichen den unteren Teil 
der Kammer 20 zu fullen, um eine Luftquelle zu schaffen, 
die in die Kammer 5 eintritt und durch die Hohlfasern 
flieBt. Die Kammer 20 und das Diaphragma 19 sind vor- 
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zugsweise so ausgelegt, daB ein ausreichendes Volumen 
in der Welle 1st, um leicht das innere Gesamtvo lumen 
der Hohlfasern in den Reaktoren zu tiberschreiten, so 
daB die Luftwelle im wesentlichen alle Materialien aus 
den Kernen der Fasern entfernen kann. Das Diaphragma 
kann aus Kautschuk oder anderem geeigneten Material 
hergestellt sein. Die Luft und das andere Material 
verlaBt die Fasern durch ihre unteren Enden 7 und Kammer 
8 liber Lei tung 24, um den Kessel 25 zum tfberlaufen zu 
bringen. Da die Fliisslgkeit in die Faser durch Diffu- 
sion oder well mehr Fliissigkeit in den Reaktor gepumpt 
wurde als durch den AusschluB 13 entfernt wurde,einge- 
drungen sein kann, wird Flussigkeit im allgemeinen ent- 
fernt und iiber Lei tung 24 geschickt, um Kessel 25 zum 
tJberlaufen zu bringen* Leitung 24 ist auch durch das 
Ventil 26 mit dem Zylinder 16 verbunden, aber hiermit 
wird nur der Zweck verfolgt, den Zylinder als Sauer- 
stoffquelle zur Kalibrierung zu verwenden, und Ventil 
26 ist normalerweise geschlossen. Der Oberlauf kessel 25 
ist mit einem Vorratsbehalter 27 verbunden und mit In- 
strumenten 28 und 29 versehen, um pH- und Sauerstoff- 
messungen an den Instrumenten 30 und 31 vorzunehmen. 
Der Reedctor ist mit Mitteln zur Temperaturkontrolle 
durch Kontrolleinrichtung 32 verbunden. Der Ktthler 33 
schafft Kuhlung fUr die Komponenten 10, 15 und 27. 
Die beschriebene Vorrichtung kann beispielsweise mit 
einer 5 ral/Min. Luftf lieBgeschwihdigk it arbeiten und 
mit einem EinlaB von fliissigem Medium von O r 4 ml/Min. 
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und ein m Auslafl durch AuslaB 13 von 0,1 ml/Min. Diese 
verlassen 0,3 ml/Min. flussiges Medium, urn in die Fasern 
einzudringen r und 5 ml/Min. Gase gehen ab. AuBer durch 
die Dichtungen 6 und 9 werden die Pasern gegeneinander 
in der NShe ihrer Enden durch eine harzartige Verbin- 
dung verschlossen, urn Materialbewegung aus den Zwischen- 
rMumen der Fasern in die Kammern 5 und 8 zu verhindern. 
Die Telle der Vorrichtung konnen natUrlich in ihrer 
GrSBe schwanken. Ein Reaktor von einer GesamtlSnge von 
25 cm mit einer Faserlange von etwa 20 cm kann jedoch 
verwendet werden , wobei etwa 15 cm der Faser fiir Zellen- 
wachstum zur VerfUgung stehen. Ein derartiger Reaktor 
kann einen Gesamtdurchmesser von etwa 5 cm haben mit 
einem BehMlter 2, der einen AuBendurchmesser von 2,38 
cm und einen inneren Durchmesser von 1,9 cm aufweist. 
Der BehSlter kann etwa 1000 Fasern von 360 Mikrometer 
AuBendurchmesser und 200 Mikrometer Innendurchmesser 
fiir ein wirksames Hohlkern-Gesamtvolumen von etwa 6,3 ml 
enthalten. Der Pulsator 19 hat ein Innenvolumen von 
etwa 28 ml und das Diaphragma kann etwa 8 ml des unteren 
Teiles der Kammer verdrSngen, so daB die Welle geeignet 
ist, urn die Fasern leer zu fegen. Die Welle ergibt einen 
Dif ferentialdruck von 0,21 - 0,35 kg/cm . Der Puis 
kann bei verschiedenen Frequenzen arbeiten, beispiels- 
weise in einem Zyklus von lO Sek. bei Vakuum und von 
lO Sek. bei Luftdruck mit Wiederholung des Zyklus. Der 
Zyklus kann gewiinschtenf alls variiert werden unter Ver- 
wendung einer verschiedenen Dauer fiir die Luftdruck- 
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und Vakuumphasen des Pulsators und der Pulsator kann 
auch arbeiten, urn irregulare Luftwellen eher als regu- 
lare Zyklen zu schaffen. Die Welle kann auch verschiede- 
ne Formen aufweisen, beispielsweise einen kurzen starken 
Anstieg beim Druck , an dera sich ein langsamer Abfall 
anschlieBt, oder einen regularen gemaBigten Anstieg 
mit gemaBigtem Abfall usw. ohne Wellencharakteristiken 
usw. . Es ist nicht erforderlich, einen FluBabfall auf 
O zwischen den Wellen zu haben, obwohl das zu akzeptab- 
len Ergebnissen fiihrt. Tatsachlich kann der FluB sogar 
gewunschtenfalls bei einigen Stufen der Pulsierung um- 
gekehrt sein. Der Reaktor kann bei verschiedenen Ge- 
schwindigkeiten usw. arbeiten, aber beispielhaf te Ge- 
schwindigkeiten sind 5 ml/Min. LuftfluB 

und 0,4 ml/Min. FlUssigkeitseinlaB und 0,3 ml FlUssig- 
keit, die in die Fasern eindringt und an deren Enden 
abgeht . 

Beim Verfahren der vorliegenden Erfindung kann ein be- 
liebiger geeigneter Sauerstof ftrager verwendet werden. 
Im allgemeinen ist Luft der bevorzugte Sauerstof ftrSger, 
jedoch kSnnen auch TrSger, die gelosten Sauerstof f, wie 
Silikonpolymerisate , Hamoglobin, Fluorkohlenwasserstof fe 
und mit Sauerstoff beladenes NMhrmedium mit den gewilnsch- 
ten Result aten verwendet werden, obglelch spezielle 
Prozeduren oder Bedingungen dann erforderlich sein 
kOnnen, um den Sauerstof fbedarf zu befriedigen, urn aero- 
bes Wachstum zu erhalten. Wenn Luft oder andere geeigne- 
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te Gasgemische von Stickstoff und Sauerstoff verwendet 
werden, 1st auch bevorzugt, dafl das Gas kleine Mengen 
an Kohlendioxyd, beispielsweise in der GroBenordnung 
von 2 - 5 % enthalt. Das Kohlendioxyd dient dazu, um 
einen Carbonatpuf fer zu schaffen und trSgt damit zur 
Aufrechterhaltung des pH des Mediums auf der anderen 
Seite der Membrane im gewiinschten Bereich bei. 
Die Zellen werden in einem ZellkulturnShrmedium unter 
Zellwachstums-Erhaltungs-Bedingungen von pH und Tempera- 
tur inkubiert. Geeignete ZellenkulturnMhrmedien sind 
bekannt und solche kOnnen bei dem Verfahren der vorlie- 
genden Erfindung verwendet werden. Solche KulturnMhr- 
medien enthalten typischerweise die bekannten essentiel- 
len AminosSuren, Vitamine, Kohlenhydrate , Mineralsauren 
und vorzugsweise Blutserum. Funglzide und Bakterizide 
konnen auch in gewUnschten Mengen in solchen Medien ein- 
geschlossen sein, um das Wachstum von unerwiinschten 
Mikroorganismen zu verhindern. Wie oben angegeben,wird 
der pH des Nahrtnediums vorteilhaft innerhalb des ge- 
wiinschten Bereiches (typischerweise von 6,8 - 8,2) kom- 
trolliert, indem geringe Mengen von Kohlendioxyd im 
Sauerstoff trager enthalten sind. 

Gewiinschtenfalls kann aber der pH kontrolliert werden, 
indem eln geelgneter Puffer, wie "HEPES" -Puffer (eln 
Gemisch von N-2-HydroxyMthyl -piper az in und N'-2-Xthan- 
sulfonsSure) im Zellenkulturnahrmedium selbst enthalten 
ist. Andere g eignete Methoden zur Kontrolle des pH, wie 
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Durchgehen des Mediums durch Ionenaustauscherharze 
konnen auch angewandt werden. 

Die Wahl der Temperatur fur die Inkubierung der Zelle 
bleibt dem Fachmann auf dem Gebiet der Zellen- und 
Bindegewebekultivierung liberlassen und hSngt grundsatz- 
lich von der physiologischen Temperatur der jeweiligen 
Zellen ab, die fortzupf lanzen sind, das ist die optima- 
le Temperatur, bei der Wachstum oder Ettialtung der 
Zellen stattfindet. Wenn beispielsweise normale Sauge- 
tierzellen f ortgepf lanzt werden, wird typischerweise 
ein enger Temperatur be re ich von etwa 35 - 40°C verwen- 
det, wahrend beispielsweise ursprunglich niedrigere 
oder hohere Temperaturen verwendet werden kSnnen, falls 
die Zellen Reptilienzellen sind. 

Das Verfahren der vorliegenden Erf indung verwendet 
Hohlf asermembrane. Die Hohlf asermembrane kfinnen in 
beliebiger Form verwendet werden, wie beispielsweise 
als Biindel, in einzelnen Strangen oder in Maschenform. 
Die Hohlf aser muB natiirlich gasdurchlSssig sein, aber 
undurchlassig fiir Zellen. Die Membrane kann eine dich- 
te Struktur haben oder eine "Loeb"-Struktur. Die Hohl- 
faser kann aus einem beliebigen geeigneten Material 
hergestellt werden, das nicht fUr die Zellen toxlsch 
ist, das in geeigneter Weise zu Fasern versponnen wer- 
den kann und das erm3glicht, dafl sich Zellen daran bin- 
den, Beispiele derartiger Materialien sind Polyolefine, 
wie 

^Polyacrylnitril und Polystyrol, polyionische Polym risa- 
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t , Polykohlenhydrate , wie Cellulose und Cellulosederi- 
vate, beispielsweise Celluloseester , Polypeptide, wie 
Collagen, Silikonkautschukpolymerisafce , Fluorkohlen- 
wasser stoff polymer i sate usw. Es ist gefunden worden, 
daB Zellbildung an der Oberflache der Membrane gefordert 
wlrd, wenn die Membrane eine erhShte Oberflachenenergle 
besitzt, wie es durch die Anwesenheit von positiven 
Oder negativen Ladungen evident wird. Das Binden von 
Zellen an eine andere geeignete Membrane kann gefordert 
werden, indem die Oberflache, an die die Zellen gebun- 
den werden sollen, mit Collagen uberzogen wird. 
Die optimalen Dimensionen fur die Hohlfasern konnen 
schwanken und sind unter anderem von der Vorrichtung 
und von dem verwendeten Sauerstof f trager abhangig. im 
allgemeinen liegt der Innendurchmesser der Hohlfaser 
im Bereich von etwa 10 - 3CO Mikron, vorzugsweise im 
Bereich von 50 - lOO Mikron. Die Membranwand mufl natiir- 
lich ausreichend d«nn sein, urn den gewiinschten Durch- 
gang zu ermoglichen und ausreichend dick sein, urn nicht 
unter den angewandten Bedingungen zu zerbrechen. Ge- 
eignete Membrane haben typischerweise eine effektive 
WandstMrke von etwa lO bis lOO Mikron. 

Geeignete Zellen zur Fortpf lanzung gemafl dem Verfahren 
der vorliegenden Erfindung sind Bindegewebszellen von 
Wirbeltieren , die imstande sind, sich an einer Ober- 
flache zu binden, zu wachsen oder zu erhalten. Nattlrlich 
konnen Zellen, die nicht zur Proliferation fahig sind, 
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wie Erythrocyten,beim erf indungsgemaBen Verfahren nicht 
verwendet werden. Beispiele von geeignet n Zellen sind 
diploide Zellquerschnitte , wie Wl-38 menschliche Lungen- 
fibroblaste, MRC-5 mannliche menschliche LungenfStus- 
Fibroblaste und DBS-FRh L-2 Rhesusaf fen-Lungenf otus- 
Fibroblsste; primMre Zellen, wie Rinder- und menschliche 
Vorderhypophysen zellen , HUhneirembryo , Froschepithelzellen 
und Rat tenleber zellen , gebildete Zellquerschnitte, wie 
"Hela" -menschliche Cervix (Carzinom) Zellen, Rhesusaf fen- 
nierenzellen (LLC-MK 2 ) , Baby-Nierenzellen vom syrischen 
Hamster (BHK-21) usw. . 

Es ist davon auszugehen, daB die obige Aufstellung von 
Zellen nur zur Veranschaulichung dient und daB andere 
Zellen aus anderen Quellen, einschlieBlich VSgel, Sauge- 
tiere, Reptilien und Amphibien einschlieBlich normale 
und abnormale Zellen nach dem Verfahren der vorliegenden 
Erfindung fortgepf lanzt und erhalten werden kSnnen. 
Die folgenden Beispiele erlSutern die Erfindung. 
In den Beispielen wurde die Herstellung der Zellen, die 
Herstellung des Inoculums und die Zellenkultivierungs- 
versuche unter sterilen Bedingungen durchgeftthrt. 

Be i spiel 1 

Herstellung der Zellen 

Eine Kalbshypophyse , die durch Sektion eines frisch 
geschlachteten Tieres erhalten wurde, wurde annSLhernd 
4 Stunden in einem Phosphat-gepuf ferten Salzmedium (PBS) 
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gelagert, das folgende Zusammensetzung hatte: 

NaCl 8,0 g 

KCl o,2 g 

Na 2 HP0 4 1,15 g 

CaCl 2 o,l g 

KH 2 P0 4 o,2 g 

MgCl 2 x 6 H 2 0 0,1 g 

Penicillin loo OOO Internationale Einheiten 

Streptomycin o,l g 

destilliertes Wasser 900 ml 

Die Temperatur des Mediums wahrend der Lagerung betrug 
etwa 25°C. Das Vorderteil wurde von der Druse seziert, 
gereinigt, um das Bindegewebe zu entfernen, und zer- 
stuckelt. Die zersttickelte Vorderdrase wurde vorsichtig 
mit einer wassrigen Losung von Trypsin in einer Petri- 
Schale gemischt und das erhaltene Gemisch wurde 18 Stun- 
den bei Zimmertemperatur unter sterilen Bedingungen 
stehengelassen, um die Freigabe von einzelnen Zellen 
an die Fliissigkeit zu erreichen. Die wassrige Trypsin- 
lOsung wurde hergestellt, indem lo ml PGS mit 250 OOO 
Einheiten von getrocknetem, pulverformigem Trypsinenzym, 
das unter der Bezeichnung "Tryptar" von der Fa. Armour 
und Co., Chicago, Illinois geliefert wird, und 0,75 ml 
0,5 n Natronlauge gemischt werden. Die freigegebenen 
Hypophysezellen (Epithelzellen) wurden von dem tibrigen 
Bindegewebe durch wi derholtes Zentrifugieren, Filtrie- 
ren und Waschen abgetrennt. Es wurde durch ZellenzShlen 
A0988A/133^ -16- 
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A* 

(mit Hilfe eines Hamocytometers) festgestellt, daB die 
erhaltene gewaschene Zellensuspension 1,37 x lO 6 Zellen 
pro ml enthielt. 
Herstellung des Inoculums 

Um das Inoculum herzustellen, wurden 30 ml der gewasche- 
nen Zellensuspension auf lOO ml mit "Eagle • s H -Basalmedium 
(EBM) , das lO % Kalbfotusserum enthielt, verdiinnt. Die 
Zusammensetzung von 90 % "Eagle • s"-Basalmedium (EBM^ Q ) 
und lO % Kalbfotus (Kalbf 6tus 1 n ) war folgendes 





mg/1 


l-Argininchlorhydrat 


105 


1 -Cyst in 


24 


1-Histidinmonohydrochlorhydrat 


31 


1-Isoleucin 


52 


1-Lysinchlorhydrat 


58 


1-Leucin 


52 


1-Methiomin 


15 


1-Phenylalanin 


32 


1-Threonin 


48 


1 -Tryptophan 


lO 


1 -Tyro sin 


36 


1-Valin 


46 


Cholinchlorid 


1,00 


Follnsaure 


1,00 


Isoinositol 


l,oo 


Nicotinamid 


1,00 


Pantothensaure 


1,00 
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mg/1 
1,00 
1,00 

0,10 

68OO 
400 
150 
20O0 
200 
200 
lOOO 
212 
20 
50 

50 OOO Interna- 
tionale Ein- 
heiten 

Reaktor 

Die Kultivierung der Zellen wurde unter Verwendung eines 
Zellenkulturreaktors, der aus einem Biindel von IOO U-for- 
roigen Polymerisat-Hohlfasern mit offenen Enden bestand, 
in einem IO ml Glaskolben durchgeftihrt. Die beiden En- 
den der Faserbttndel sind in separate LOcher eines 
3-15chigen Kautschukhalters eingepaBt, wobei der Halter 
am Kolbenhals gelegen ist. Das dritte Loch des Halters 
ist fur die Einleitung und Extraktion des Mediums vorge- 
sehen. Das Hohlf asermaterial ist ein handelstlbliches 
polyionisches. Polymer isatmaterial , das unt r der Be- 
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Pyridoxal 
Thiamin 
Riboflavin 
NaCl 

KC1 

NaH 2 P0 4 x 2H 2 0 
NaHC0 3 
CaCl 2 
MgCl 2 
Glukose 
1-Glutamin 
Phenolharnstof f 
St^atomycin 
Penicillin 
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zeichnung "Amicon X M-50" von der Pa* Amicon Corp., 

Lexington , Massachusetts geliefert wird. Jede Fas r 

2 

1st lO cm lang und hat etwa 1/2 cm Zellenwachstums- 
oberflachei Jede Faser hat einen Innendurchmesser von 
360 Mikron und eine WandstSrke von 80 Mikron f wobei 
die Wand eine "Loeb"-Ausbildung hat. 
Zellenkultivierung 

Der Reaktor wurde unter Verwendung von B-Propionlacton- 
Dampfen sterilisiert und anschlieBend mit Phosphatpuf fer 
gespxilt. 8 ml oben hergestelltes Inoculum wurde in den 
Reaktor eingeleitet, um Zellen an die AuBenwSnde der 
Fasern zu binden. Der Reaktor wurde in einen ummantelten 
Kohlendioxyd-Inkubator gestellt und der Inhalt wurde 
bei 37°C 49 Tage inkubiert. Wahrend der 49-tSgigen 
Inkubationszeit wurde ein gefiltertes Luftgemisch mit 
3 % Kohlendioxyd durch das Innere der Hohlfasern (mit 
einer Luftpumpe) gepumpt. WShrend der Inkubation wurde 
das Medium in 2-tSgigen Intervallen gewechselt. Das ab- 
gezogene Medium wurde gesammelt und ftir die Analyse 
zurttckbehalten. Nach VervollstSndigung der Inkubations- 
zeit wurde das Medium aus dem Reaktor abgezogen und 
ein starkes zusammenf lieflendes Wachstum der Zellen wurde 
auf den Hohlfasern beobachtet* Die Zellen wurden an- 
schlieBend ftir die mikroskopische Untersuchung durch 
Formaldehydfixierung und Aufbringen auf die Fasern prS- 
pariert. Es wurde durch mikroskopische Untersuchung fest- 
gestellt # daB die Zellen normal waren. Die zurttckbehal- 
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tenen Medien wurden auf Milchsaure und Wachstumshormon 
analyslert. Die Analyse zeigte , dafl die zurdckbehaltenen 
Gesamtmedien 700 Nanograrara Wachstumshormon enthielten 
und dafi die Medien im wesentlichen frei von Milchsaure 
waren. Die wesentliche Abwesenheit yon Milchsaure zeigt 
an r dafi das Zellwachstum unter aeroben Bedingungen er- 
reicht wurde. 

Zur Kontrolle wurden 10 ml des oben hergestellten Zellen- 
Inoculum-Mediums in jeweils 2 "T"-Kolben gestellt und 
das Medium wurde in dem ummantelten Kohlendioxyd-Reak- 
tor 49 Tage bei 37°C inkubiert (gleichzeitig mit dem 
Zellenkulturreaktor) . Das Medium wurde in 2-tagigen 
Intervallen gewechselt und das abgezogene Medium wurde 
gesammelt und zurttckgehalten. Der Wachstumsbereich fur 
jeden "T"-Kolben betrug 50 cm 2 . Die zuriickbehal tenen 
Medien wurden auf Wachstumshormon und Milchsaure unter- 
sucht. Die Analyse zeigte, dafi die kombinierten Medien 
aus beiden Kolben 800 Nanogramm Wachstumshormon enthiel- 
ten, (im Mittel 400 Nanogramm pro Kolben) und dass die 
Produktion von Milchsaure (bezogen auf Glukose) quanti- 
tativ war. Die quantitative Produktion von Milchsaure 
zeigte anerobe Zellenwachstumsbedingungen. 

Bei spiel 2 

In diesem Beispiel 1st der verwendete Zellenkulturreak- 
tor von der in der OS-Patentschrift 3 228 877 beschriebe- 
nen Art. Der Reaktor besteht aus einem Bttndel von lOOO 
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kontinuier lichen Hohlfasern (Amicon XM-SO) mit elner 

2 

GesamtauBenoberf lache von etwa 900 cm , die in einem 
rShrenformigen Gehause en thai ten sind. Die Hohlfasern 
sind an jedem Ende of fen, um einen kontinuierlichen 
FluS des Sauerstof f tragers zu ermoglichen. Ein Zellen- 
inoculum-Medium von Schweine-Hypophyse zellen (7,6 x lO 5 
Zellen pro ml) wurde analog Bei spiel 1 hergestellt. 
Der Zellenkulturreaktor wurde mit 33 ml Inoculummedium 
inoculiert, um Zellen an die aufiere OberflSche der 
Fasern zu binden. Die Inkubation wurde 6 Tage bei 37°C 
durchgefiihrt f um ein zusammenf lieBendes Wachstum der 
Zellen unter aeroben Bedingungen auf der Faser herbei- 
zufuhren. Wahrend der 6-tagigen Periode wurde Luft mit 
3 % Kohlendioxyd durch die Fasern pulsartig mit einer 
Geschwindigkeit von 5 ml/Min. (1 Puis alle lO Sek.) 
geleitet. Wahrend der 6-tagigen Periode wurde das Zellen 
kulturmedium kontinuier lich beschickt. Nach anfanglicher 
Einleitung des Inoculums wurde der Mediumwechsel durch 
kontinuierliches Pumpen von Medium (EBM gg KalbfQtusj^) 
in den Reaktor in Kontakt mit den auBeren WSnden der 
Fasern mit der Geschwindigkeit von 4 ml/Min. und aus 
dem Reaktor (mit Ausnahme dea Mediums, das durch die 
Fasern abgeleitet wurde) mit einer Geschwindigkeit von 
1 ml/Min. herbeigefiihrt. Durch diese Prozedur flieBt 
das Medium radial durch die Zellschichten, durch die 
Wande der Fasern und in die Hohlkerne der Fasern. Das 
abgefiihrte Medium wurde untersucht und gefunden, daB es 

- 21- 
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Wachstumhormon enthielt. 

Das radiale FlieSen des Mediums bei der Prozedur dieses 
Beispieles sorgt fUr eine optimale Verteilung der NShr- 
stoffe und hilft bei der Bildung von dichten Zellen- 
schichten. Da bei radialem FlieBen die kleineren Mole- 
kiile die Hohlf asermembrane leichter durchdringen als 
grasere Molektile, dient die Prozedur ferner dazu, groBe 
Mdlektile (Kalbfatusserum, Hormone und andere Metabolite) 
auf der anderen Seite der Membrane zu konzentrieren. 

Beispiel 3 

Die allgemeine Prozedur des Beispieles 2 wurde mit der 
Ausnahme wiederholt, dafl der Sauerstof f trSger Sauerstoff- 
enthaltendes "Eagle 1 s"-Basalmedium ohne Serum war, das 
durch das Innere der Hohlf asern mit einer Geschwindig- 
keit von 12 ml/Min. gepumpt wurde • Die Inkubation wurde 
12 Tage durchgef Qhrt . Starkes zusammenf lleflendes Zellen- 
wachstum wurde auf den Fasern beobachtet. Zellenwachs- 
tum war wahrend der ersten vier Tage aerob und danach 
anaerob. 

Beispiel 4 

Menschliche Embryo-Lungenf ibroblaste (WI-38-Zellen in 
der 26. Generation # isoliert von L. Hayflick) wurden nach 
der folgenden allgemeinen Prozedur der Beispiele 2 und 
3 24 Tage bei 37°C in einem Zellenkulturreaktor , der 
aus einem Biindel von polymeren Hohlf asern (Amicon XM-50 
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Polymerisat) in einem rechtwinkligen GehMuse bestand. 
Die Fasern waren an jedem Ende of fen, urn einen konti- 
nuierlichen FluB des Sauerstof f trSgers zu erm6glichen. 
Der pH des Zellenkulturmediums fluktuierte wMhrend der 
24-tagigen Inkubationszeit im Bereich von etwa 7,2 bis 

7,9. Das Hohlf aserbiindel hatte eine SuBere Gesamtober- 

2 2 
flache von etwa 85 cm , von denen etwa 65 cm der Ober- 

flache kontinuierlich wShrend der 24-tagigen Inkuba- 
tionszeit im Medium eingetaucht waren. Die Zellen wurden 
an die aufieren W&nde der Fasern wie in Beispiel 2 mit 
annahernd 58 % der an die AuBenwSnde der Fasern zu bin- 
denden Zellen nach 18 Stunden gebunden. Die Zellendich- 
te an den Fasern betrug nach 18 Stunden 1,56 x 10 /cm 
Oberflttche. Nach VervollstSndigung der 18-stUndigen 
BIndungszeit wurde das Meditam in und durch den Reaktor 
in Kontakt mit den AuBenwMnden der Fasern bei einer 
Geschwindigkeit von 4 ml/Stunde gepumpt und der Sauer- 
stofftrager (Luft + 3 % C0 2 ) wurde durch die Fasern 
mit einer Geschwindigkeit von 50 ml/Stunde geleitet. 
Um optimalen Kontjakt des Mediums mit den Zellen zu er- 
reichen, wurden die Fasern in dem BUndel in einer aus- 
gebreiteten Lage beibehalten und das Medium wurde in den 
Reaktor senkrecht zu den Fasern gepumpt. Zusammenf lie Ben- 
des Wachstum der Zellen an den Fasern wurde nach lo-ta- 
giger Inkubation mit einer zu beobachteten Zellendichte 
von 1 - 1,5 x lO 5 erhalten. Nach der 14-tSgigen Inkuba- 
tion betrug die Zellendichte 7,5 x lO 5 Zellen/cm 2 * Di 
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Zellen wurden weitere 10 Tage ohne Zunahme in der Zell- 
dichte, die nach 14-tagiger Inkubation erhalten wurde. 
Nach 24-tagiger Inkubationszeit wurden die Zellen von 
den Fasern durch Trypsinierung entfernt. Die Zellen 
hatten bei der mikroskopischen Untersuchung ein normales 
Aussehen . 

Es ist sehr vortellhaft, das vorliegende Verfahren unter 
Bedingungen durchzuf tihren , die passenden Sauerstoff filr 
Zellenerhaltung Oder Zellenwachstum unter aeroben Be- 
dingungen gewahrleisten. Durch Verwendung von Luft Oder 
anderen Gasen in der Faser ist es mSgllch, Sauerstoff 
mit einer viel groBeren Geschwindigkeit zu liefern 
(beispielsweise weist Luft 0,0029 g Sauerstoff /ml auf ) , 
verglichen mit viel niedrigeren Sauerstoff loslichkeiten 
in den meisten Fliissigkeiten. Auch die Diffuslonsge- 
schwindigkeiten ist in Gasen schnell, aber viel lang- 
samer in Flttssigkeiten. Luft ist etwa 4000 mal so wirk- 
sam bei der Beschaffung von Sauerstoff als es ein mit 
Sauerstoff gesattigtes wassriges System ist. Andere 
gasformige Systeme, die Sauerstoff enthalten, werden 
zweckmasigerwelse verwendet und jedes beliebige System 
mit einer Partialgasphase , wie ein Schaum, wird als 
gasformiges System betrachtet. Die Sauerstof fmenge , die 
im Sauerstoff trager bendtigt wird, schwankt mit der 
FlieBgeschwindigkeit und anderen Faktoren, aber Sauer- 
stoffkonzentrationen # die groBer als 50 - lOO Mikrogramm 
pro ml slnd, sind allgeraein geeignet. Di praktischen 
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FlieBgeschwindigkeiten werden an der oberen Seite durch 
die Festigkeit der Fasern begrenzt und die Verwendung 
von hohen Sauerstof fkonzentrationen vermindert den 
Bedarf an hohen FlieBgeschwindigkeiten. Ein gasfSrmiges 
System kann verschiedene andere Gase als Verdiinnungs- 
mittel zusammen mit Sauerstoff verwenden. 
Allgemein ist es wiinschenswert , daB derartige Ver- 
dunnungsmittel relativ inert sind oder mlndestens nicht 
als solche bekannt sind, die einen starken schadlichen 
EinfluB auf die Zellkulturen haben und daB derartige 
Verdunnungsmittel nicht leicht mit Sauerstoff reagieren, 
urn den zur VerfUgung stehenden Sauerstoff aufzubrauchen. 
Das vorliegende Verfahren kann atmospharische , unter- 
atmospharische oder iiberatmospharische Drucke verwen- 
den und falls es aus einem bestimmten Grund wiinschens- 
wert ist, bei unteratmospharischen Drucken zu arbeiten, 
kann Sauerstoff bei etwa 0,2 Atmospharen verwendet 
werden und es ist dann nicht notwendig, irgendein 
Verdiinnungsmittel an s telle von Sauerstoff zu verwenden. 
Das vorliegende Verfahren verwendet nicht allgemein 
Sauerstoff in derartig hohen Konzentrationen, daB der 
Tod einer erheblichen Anzahl von Zellen her beige fiihrt 
wird. Bei der Produktion von Zellen ist es wiinschens- 
wert, hohe Produktions- und Wachstumsgeschwindigkeiten 
zu erreichen und das unter aeroben Bedingungen zu er- 
reichen. Beim vorliegenden Verfahren ist es daher wiin- 
schenswert, Sauerstoff zu lie fern, der den Maximalbedarf 
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daran iiberschreitet , urn aerobes Wachstum oder aerobe 
Erhaltung bei der maximalen Zellenproduktionsgeschwin- 
digkeit und mit der maximalen Zellendichte, die schliefi- 
lich erreicht wird, zu schaf fen und dafl bei der Lang- 
zeitkultivierung. NatUrlich werden einige der Vor telle 
des Verfahrens definitiv erreicht , wenn das Zellenwachs- 
tum unter aeroben Bedingungen mit mehr als der passen- 
den Sauerstoffmenge fUr eine akzeptable Zeit stattfin- 
det, sogar dann r wenn schlieBlich etwas anaerobes Wachs- 
tum wegen der Produktion von vielen Zellschichten statt- 
findet, die die Sauerstoff diffusion behindern. Es ist 
daher eines der Kennzeichen der vorliegenden Erfindung # 
passenden Sauerstoff fUr aerobes Wachstum bei einer 
maximalen oder hohen Zellendichte zu schaf fen , wenn 
auch ein solches Wachstum unter einigen Bedingungen nicht 
erreicht werden kann. Der Sauerstoff kann zweckmSBig 
in einer Konzentration geliefert werden, die ausreicht, 
um den Bedarf daran zu iiberschreiten. 
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Patentansprtiche 

^ Verfahren zur in vitro-Fortpf lanzung oder in vitro- 
Erhaltung von Zellen, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB 

a) eine Suspension von Zellen in einem Zellenkulturme- 
dium mit einer Wand einer nicht-toxischen Sauerstof f- 
durchlassigen Hohlf asermembrane in Beriihrung gebracht 
wird, wobei die Zellen an diese Wand der Hohlf asermem- 
brane gebunden werden, 

b) die gegenuberliegende Wand der Membrane mit inter- 
mittierenden StoBen eines gasfdrmigen Sauerstof ftrSgers 
in Beriihrung gebracht wird, wobei der Durchgang des 
Sauerstoffes durch die Membrane bewirkt und der Sauer- 
stof f mit den an der ahderen Seite der Membrane gebun- 
denen Zellen in Beriihrung gebracht wird und gleichzei- 
tig die Zellen in einem Zellenkulturmedium unter Zellen- 
wachstums- oder Zellenerhaltungs-Bedingungen von pH und 
Temperatur inkubiert werden und der Sauerstof f in einer 
solchen Konzentration zu^eftthrt wird, die ausrelcht, 

um den maximalen Sauerstof fbedarf zu tibersch*eiten und 
um aerobe Bedingungen zu schaffen. 

2. Verfahren zur in vitro-Fortpf lanzung und in vitro-Er- 
haltung von Zellen, dadurch geknnzeich- 
n e t, daB 

a) eine Suspension von Zellen in einem Zellenkulturmedium 
409884/1334 -97- 
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geschaffen wird, 

b) die Suspension mit der auBeren Wand einer nicht-toxi- 
schen, Sauerstof f-durchlMssigen , kontinuierlichen Hohl- 
fasermembrane, die offene Enden hat, in Beruhrung ge- 
bracht wird, wobei diese offenen Enden fur die Suspen- 
sion unzugMnglich slnd und wobei die Zellen an dieser 
Sufieren Wand der Hohlf asermembrane gebunden werden, und 

c) Luft mit pulsierendem FluB durch das Innere dieser 
Hohlfasermembrane geleitet wird, wobei die Durchlassig- 
keit des Sauerstoffes durch die Fasermembrane bewirkt 
wird und der Sauerstoff mit den gebundenen Zellen in 
Bertthrung gebracht wird und gleichzeitig die Zellen in 
einem Zellenkultur-Nahrmedium unter Ze lien wachs turns- 
Oder Zellenerhaltungsbedingungen von pH und Temperatur 
inkubiert und der Sauerstoff in einer solchen Konzentra- 
tion zugeftihrt wird, die ausreicht, um den maximalen 
Sauerstoffbedarf zu decken und urn aerobe Bedingungen 

zu schaffen. 



3. Verfahren gemSB Anspruch 2, dadurch g e - 
kennzeichnet, daB die Zellen normale SSuge- 
tierzellen sind. 



4. Verfahren gemSB Anspruch 3, dadurch g e - 

kennzeichnet, daB die Zellen menschliche 
Zellen sind. 
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5. Verfahren gemaB Anspruch 3 r dadurch g e - 
kennze ichnet, daB die normalen SSugetier- 
zellen pituitare Zellen sind. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 2, dadurch g e - 
kennzeichnet, daB dais Nahrmedium auBerhalb 
der Fasern in einer Weise vorgesehen isfc, daB das Me- 
dium durch die Faserwande flieBt und in die Hohlkerne. 
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